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Área de estudio: Química Analítica 
 
Propósito y Método de Estudio: 
En la actualidad, es imperativo el control de calidad de la leche y sus derivados así como el 
establecimiento de la ausencia de adulterantes o contaminantes. La presencia de plaguicidas 
organoclorados (OCPs) en productos lácteos es un tema de interés creciente en países en vías de 
desarrollo, como es el caso de México, ya que no se ha disminuido el empleo de estos compuestos en 
actividades tanto agrícolas como sanitarias. Algunas de las características más importantes que poseen los 
OCPs son: elevada toxicidad por exposición crónica, alta persistencia en el suelo y en los alimentos, baja 
polaridad que favorece su bioacumulación en tejido graso y su posterior eliminación por leche, 
convirtiendo a los productos lácteos en una importante ruta de exposición del hombre a estos plaguicidas. 
Los métodos convencionales de análisis de OCPs en leche y sus derivados tienen como desventajas: que 
involucran procesos de pre-tratamiento largos, costosos y que requieren grandes volúmenes de solventes 
tóxicos. Debido a su simplicidad, rapidez y bajo costo, en el presente estudio se evaluó el empleo de la 
microextracción en fase sólida (SPME) como técnica alternativa para la determinación de los OCPs en 
yogurt. 
Este trabajo presenta el desarrollo de un procedimiento de SPME en modalidad de headspace así 
como la optimización de las condiciones de análisis por cromatografía de gases-masas (GC-MS). Para el 
establecimiento del procedimiento de SPME, con la finalidad de seleccionar la fibra más adecuada se 
evaluó la eficiencia de extracción de 3 fases extractantes de diferente composición. Una vez seleccionada 
la fibra de SPME, se prosiguió con la optimización de la etapa de extracción de los OCPs a partir de la 
matriz, para lo cual se evaluó,  mediante un diseño factorial fraccionado, el efecto sobre la eficiencia de 
extracción de la cantidad de muestra, el volumen de headspace, la temperatura de extracción, el tiempo de 
equilibrio, el tiempo de extracción, el contenido de cloruro de sodio y el contenido de acetonitrilo. Las 
variables seleccionadas fueron optimizadas utilizando un diseño simplex modificado. Por último, se 
establecieron los límites de detección y de cuantificación para cada uno de los analitos utilizando el 
método de SPME-GC-MS desarrollado. 
 
Contribuciones y Conclusiones: 
Una de las principales contribuciones del trabajo desarrollado es que se aplicó por primera vez la 
SPME al análisis de OCPs en yogurt. El procedimiento de SPME-GC-MS desarrollado permite la 
determinación de 15 OCPs en yogurt a niveles de concentración por debajo de los límites máximos de 
residuos recomendados por la Organización Mundial de la Salud. Con el método propuesto fue posible 
disminuir el tiempo y el costo de análisis por muestra para la determinación de OCPs.  
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El desarrollo industrial y la agricultura intensiva de los últimos 60 a 70 años han 
sido los responsables de la síntesis, utilización y, en muchos casos, liberación al  medio 
ambiente de diversos compuestos químicos que están ampliamente distribuidos por todo 
el mundo, entre los que se encuentran los plaguicidas.  
 
Los plaguicidas se pueden definir como una sustancia o mezcla de sustancias que 
se destina a controlar cualquier plaga, incluidos los vectores de enfermedades humanas y 
de animales, así como las especies no deseadas que causen perjuicio o que interfieran 
con la producción agropecuaria y forestal.(CICOPLAFEST, 2004). 
2 
 
Los plaguicidas pueden clasificarse atendiendo a diversos aspectos como 
(INSHT, 1985): 
 
1. El destino de aplicación. 
2. La acción específica. 
3. La constitución química. 
4. El grado de peligrosidad para las personas.  
5. La presentación o formulación para su aplicación. 
 




Cuando hablamos de plaguicidas organoclorados (OCPs), nos referimos a un grupo 
de compuestos orgánicos sintéticos derivados de hidrocarburos complejos, en los que 
uno o varios átomos de  hidrógeno han sido sustituidos por átomos de cloro (García, 
2002) y en los que el cloro ocupa un 60% del peso de la molécula, lo que le confiere 




La producción y el uso de este tipo de compuestos se iniciaron después de la segunda 
guerra mundial con la finalidad de aumentar la producción agrícola y de controlar los 
vectores de enfermedades tales como la malaria y el paludismo. 
  
1.2.2 Clasificación.  
 
Los plaguicidas organoclorados pueden ser divididos en cuatro grupos, los cuales se 
ejemplifican en la figura I-1 (CEPIS/OPS, 2008).  
1. DDT y análogos. DDE, DDD y sus isómeros. 
2. HCH. Consiste en una mezcla de 8 isómeros químicamente distintos, que 
difieren entre sí por las posiciones en el espacio de los átomos de cloro e 
hidrógeno, además de heptaclorociclohexanos y octaclorociclohexanos. 
3. Ciclodienos y compuestos similares. Este grupo a su vez se divide en: 
 Derivados de dimetanonaftaleno: aldrín, dieldrín, isodrín y endrín. 
 Derivados del indano: clordano y heptacloro 
 Derivados del biciclohepteno: telodrín, endosulfán, ciclodan y bromodan 




Figura I- 1. Estructura de algunos plaguicidas organoclorados. 
 
 
1.2.3 Características fisicoquímicas 
 
Entre las principales características que comparten los OCPs podemos citar las 
siguientes (INE, 2008): 
1. Gran estabilidad química, debida a su baja reactividad química. 
2. Estabilidad frente al aire, la luz y el calor, aunque algunos son sensibles a la 
radiaciones UVA. 
3. Insolubilidad en agua, por lo que tienden a inmovilizarse en suelos y 
concentrarse en los organismos vivos. 
4. Solubilidad en disolventes orgánicos y lípidos. Son compuestos con un 
coeficiente de partición octanol/agua (Ko/w) mayor a 1, liposolubles, se absorben 
fácilmente a través de las membranas biológicas y se acumulan en tejido graso. 
5 
 
5. Resistencia a la biodegradación, lo que indica la baja posibilidad de que un 
plaguicida se descomponga y disminuya su actividad. 
6. Moderada volatilidad, lo que ayuda a tener movilidad y dispersión hacia la 
atmósfera. 
 
En la tabla I-1 se enlistan los OCPs incluidos en este trabajo y se presenta además su  
estructura química y algunas propiedades fisicoquímicas.  
 
 
1.2.4 Persistencia de los Plaguicidas Organoclorados. 
 
Se define como persistencia a la capacidad del plaguicida para retener sus 
características físicas, químicas y funcionales en el medio en el cual es transportado o 
distribuido, por un periodo de tiempo limitado después de su emisión. Se ha observado 
que los plaguicidas que persisten más tiempo en el ambiente, tienen mayor probabilidad 
de interacción con los diversos elementos que conforman los ecosistemas (INE, 2008). 
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 Tabla I- 1.  Estructura y propiedades fisicoquímicas de los OCPs estudiados en este trabajo 
(ATSDR, Toxicological Profile Information Sheet). 
Plaguicida 



























































































































Continuación de Tabla I-1. 
 
Plaguicida 
















































































































De acuerdo con su periodo de persistencia, los plaguicidas se clasifican en 
(CICOPLAFEST, 2004):  
I. Ligeramente persistentes (menos de cuatro semanas).  
II. Poco persistentes (de cuatro a 26 semanas). 
III. Moderadamente persistentes (de 26 a 52 semanas). 
IV. Altamente persistentes (más de un año y menos de 20). 
V. Permanentes (más de 20 años). 
 
En la Tabla I-2 se muestra la persistencia en suelo, expresada en años, de los 
plaguicidas organoclorados de principal interés. Como puede observarse, el periodo de 
persistencia varía entre 4 y 14 años por lo cual se clasifican como altamente persistentes. 
 
Tabla I- 2. Persistencia en suelo de algunos OCPs. 










 1.2.5 Toxicodinamia y Toxicología. 
 
Los plaguicidas organoclorados se absorben a través del intestino, pulmón y piel. 
La grasa y los disolventes orgánicos aumentan la absorción gastrointestinal y 
probablemente la absorción dérmica. Después de la exposición a alguno de estos 
compuestos, una parte importante de la dosis absorbida se almacena en el tejido adiposo, 
como el compuesto inalterado.  La mayoría de los OCPs se metabolizan en el hígado 
mediante reacciones de descloración, oxidación y posterior conjugación.  Su principal 
ruta de eliminación es la vía biliar, aunque también presentan excreción renal, fecal y a 
través de leche materna (Routt, 1999). 
 
La principal acción tóxica de los OCPs se produce en el sistema nervioso, en 
donde estos compuestos inducen a un estado de sobreexcitación en el cerebro. Esto es 
debido a que alteran la conducción axonal, aumentando el tiempo de apertura de los 
canales de sodio, lo que provoca una continua despolarización y bloqueando los canales 
de potasio, lo que lleva a  crisis convulsivas parciales o generalizadas violentas. Los 
ciclodienos causan convulsiones que pueden repetirse por varios días debido a que son 
metabolizados con más lentitud. La parestesia, agitación involuntaria, ataxia e 
hiperreflexia son otras señales menos severas de toxicidad neurológica características de 
intoxicación por estos compuestos. En el caso de los niños, la naturaleza del desarrollo 




Las concentraciones tisulares elevadas de OCPs aumentan la irritabilidad del 
miocardio, lo que predispone a arritmias cardíacas. También pueden interaccionar con 
algunos receptores endocrinos, en particular los receptores de estrógeno y andrógeno. 
Los niveles elevados de algunos OCPs, especialmente DDT, DDE y ciclodienos, han 
demostrado inducir las enzimas microsomales hepáticas, lo que tiende a acelerar la 
excreción de los mismos pesticidas, pero también puede estimular la biotransformación 
de sustancias naturales críticas, tales como hormonas esteroidales y algunos  





En los últimos años, se ha tomado conciencia sobre las amenazas a la salud y al 
ambiente por el uso indiscriminado de las sustancias químicas tóxicas, particularmente, 
aquellas de origen sintético y que requieren tiempos prolongados para su degradación en 
el ambiente, mejor conocidas como sustancias tóxicas persistentes (STPs). A nivel 
mundial las principales acciones realizadas se enfocan al control de las 12 sustancias de 
mayor uso y peligrosidad, las cuales son conocidas como Contaminantes Orgánicos 
Persistentes (COP) y que se enlistan en la Tabla I-3 (Fernández, 2004). 
 
En mayo de 2001 se estableció la Convención de Estocolmo sobre 
Contaminantes Orgánicos Persistentes, cuyo objetivo es eliminar o restringir la 
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producción y uso de los Contaminantes Orgánicos Persistentes que se fabrican 
intencionalmente, además de buscar disminuir la generación de los contaminantes 
producidos de manera no intencional. El Convenio entró en vigor el 17 de mayo de 2004 
contando con 151 países signatarios y 76 países miembros. México firmó este convenio 
el 23 de mayo 2001 y lo ratificó el 10 de febrero de 2003 (Fernández, 2004). 
 
Tabla I- 3. Compuestos orgánicos persistentes listados en el anexo del Convenio de 
Estocolmo. 
 
Plaguicidas Productos industriales Productos secundarios de procesos 














Cabe señalar que existe otro grupo de sustancias que son candidatas a ser 
incluidas en el Convenio de Estocolmo: α, β y γ hexaclorociclohexanos, clordecona, 
atrazina, endosulfán, pentaclorofenol, los ftalatos, las parafinas policloradas, 
hexabromobifenilo, éteres bifenílicos polibromados, hidrocarburos policíclicos 
aromáticos, nonil y octil-fenoles, el perfluorooctansulfonato, y los compuestos organo-




En México, para optimizar las actividades relacionadas con la regulación y el 
control de riesgos químicos y con ello, simplificar la reglamentación y gestión, en 1987 
se publicó un decreto para que se establecieran las bases de coordinación entre las 
Secretarías de: Comercio y Fomento Industrial (actualmente de Economía), Agricultura 
y Recursos Hidráulicos (actualmente de Agricultura, Ganadería, Desarrollo Rural, Pesca 
y Alimentación), Desarrollo Urbano y Ecología (actualmente de Medio Ambiente y 
Recursos Naturales) y Salud, que posteriormente dieron origen a la Comisión 
Intersecretarial para el Control del Proceso y Uso de Plaguicidas, Fertilizantes y 
Sustancias Tóxicas (CICOPLAFEST).  (CICOPLAFEST, 2004). 
 
Con la finalidad de coadyuvar al buen uso y manejo de los diversos plaguicidas y 
minimizar los riesgos para la salud, el ambiente y la comercialización de productos, la 
CICOPLAFEST publicó en 1988 el primer Catálogo Oficial de Plaguicidas, en el cual se 
puede consultar los plaguicidas que están autorizados en nuestro país por ingrediente 
activo y por uso, así como su categoría toxicológica. (CICOPLAFEST, 2004). 
 
En México, ha sido prohibida, conforme al Diario Oficial de la Federación del 3 
de enero de 1991, la importación, fabricación, formulación, comercialización y uso de 
los plaguicidas aldrín, dieldrín, endrín y mirex. En el catálogo oficial de plaguicidas 
publicado en el Diario Oficial de la Federación el 19 de agosto de 1991, se ha restringido 
el uso de los plaguicidas DDT, BHC y lindano, mientras que para el toxafeno, 
hexaclorobenceno y heptacloro no existe registro. (CICOPLAFEST, 2004). 
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Sin embargo, a pesar de estos esfuerzos no se ha creado una legislación nacional 
que marque los límites máximos permisibles de plaguicidas organoclorados en 
alimentos, por lo que para el aseguramiento de la calidad de los alimentos se utilizan los 
valores establecidos por organizaciones internacionales o la legislación de países a 
donde se exportan los productos mexicanos. 
 
Los Límites Máximos de Residuos (LMR) establecidos en el Codex Alimentarius 
2007 y en la Comunidad Europea (CE) para los OCPs para leches, expresados en μg/Kg 
de producto se presentan en la tabla I-4. Según lo establecido en el Codex Alimentarius, 
en el caso de productos lácteos con un contenido de grasa inferior al 2 por ciento, los 
LMR que se aplican son la mitad de los especificados para la leche, mientras que para 
productos lácteos con un contenido de grasa del 2 por ciento o superior son 25 veces el 




1.2.7 Plaguicidas Organoclorados y Productos lácteos. 
 
Los productos agropecuarios tales como la carne, la leche y sus derivados, son de 
uso frecuente en la dieta del hombre, por lo que la aplicación de OCPs ha sido prohibida 
o restringida en el entorno del ganado bovino. 
14 
 










Contenido de grasa  
< 2%  
Contenido de grasa  
> 2% 
μg/Kg μg/Kg μg/Kg μg/Kg grasa 
Aldrín y dieldrín 6 6 3 7,5 
DDT + 
metabolitos 
20 40 10 25 
Endosulfán 10 50 5 12,5 
Endrín - 0.8 - - 
α-HCH   - 4 - - 
Lindano 10 1 5 12,5 
Heptacloro 6 4 3 7,5 
β-HCH - 3 - - 
*FAO/OMS 2008,  **EU, 2005 
 
 
Las principales causas de contaminación con OCPs del ganado lechero son (Noa, 
2001): 
1. Control de parásitos en el animal. 
2. Control de insectos en los establos. 
3. Alimentos. 
4. Contaminación ambiental. 




Los alimentos de origen animal como la carne y la leche se consideran la mayor 
fuente de residuos de estos plaguicidas en la alimentación humana. (Prado y cols., 1998) 
Las causas fundamentales de la presencia de residuos de OCPs en la leche son: sus 
propiedades fisicoquímicas de persistencia, liposolubilidad y bioacumulación. Cabe 
resaltar que el ganado expuesto a estos compuestos elimina residuos de plaguicidas o 
derivados de su biotransformación en la leche, por lo que los productos lácteos 
contienen OCPs, aún después de su procesamiento.  
 
 
1.2.7.1 Antecedentes de la Presencia de OCPs en Productos Lácteos en 
México. 
 
La presencia de OCPs en productos lácteos es un tema de interés creciente en 
países en vías de desarrollo, como es el caso de México, ya que al contrario de los países 
desarrollados, no se ha disminuido el empleo de estos compuestos en actividades tanto 
agrícolas como sanitarias. 
 
 Debido a la preocupación de los efectos tóxicos de estos compuestos, se han 
realizado estudios que demuestran la presencia de OCPs en diversos productos de 
origen animal en diferentes zonas del país. El estudio realizado en leche pasteurizada de 
venta comercial en la Cd. de México (Prado y cols., 1998) mostró que algunas de las 
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marcas de leche pasteurizada presentaron valores superiores a los límites máximos de 
residuos establecidos en el Codex Alimentarius para algunos plaguicidas.   
 
 En el estudio realizado por Albert y cols. (1988) en Sinaloa, se identificaron y 
cuantificaron los OCPs contenidos en queso y en huevos de gallina procedentes de una 
región agrícola de Sinaloa, México, encontrándose epóxido de heptacloro, p,p´-DDE y 
p,p´-DDT.  Por su parte, Waliszewski y cols. (1996) encontraron que muestras de carne 
y grasa de bovinos contenían algún OCP aunque éstos no sobrepasaron el nivel de 
aceptación de EUA. Y recientemente en un trabajo publicado en 2007  por  Prado y 
cols., se encontró la presencia de alguno de los OCPs en leche de cabra en la región de 
Querétaro, México, aunque en concentraciones menores de las encontradas en leche de 
vaca o de humanos.  
  
1.3 Métodos de análisis de OCPs 
 
1.3.1. Métodos Oficiales 
 
Los métodos de análisis convencionales para OCPs involucran etapas de 
extracción, limpieza del extracto y análisis cromatográfico (Fidalgo y cols, 2003). Para 
la determinación de estos compuestos en leche se han reportado diferentes métodos. En 
general, los métodos oficiales involucran procesos de extracción y purificación muy 
largos, con mucha manipulación de la muestra, empleo de grandes volúmenes de 
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solventes orgánicos y además elevados costos, por lo que el control de los OCPs resulta 
complicado. A continuación se resumen los métodos más ampliamente utilizados: 
 
El método propuesto por la Federación Internacional de Lechería (IDF 
75C:1991)  se basa en la separación y extracción de la grasa láctea por la adición de una 
solución detergente, la grasa extraída se deshidrata pasándola a través de sulfato de 
sodio anhidro y posteriormente se purifica en columna de florisil, eluyendo los 
plaguicidas organoclorados con una mezcla hexano:diclorometano (4:1); el eluato se 
lleva a sequedad en rotavapor y el residuo se redisuelve con isooctano. Este extracto 
purificado se inyecta al cromatógrafo de gases para su identificación y cuantificación 
con detector de captura de electrones (Noa, 2001). 
 
En el método 970.52 de la AOAC, la muestra se prepara con metanol y oxalato 
de sodio y potasio, la grasa se extrae con éter de petróleo, posteriormente la fase 
orgánica se pasa a través de una columna de sulfato de sodio anhidro y se lava con 
pequeñas porciones de éter de petróleo. La determinación y cuantificación se realiza 





1.3.2  Métodos emergentes. 
 
Entre los métodos emergentes para el análisis de OCPs en matrices biológicas, se 
encuentran la microextracción en fase sólida, la extracción con líquidos presurizados, la 
extracción en fase sólida, la dispersión en matriz de fase sólida, la extracción por 
ultrasonido, la extracción asistida por microondas y la microextracción en gota. 
 
1.3.2.1 Extracción con líquidos presurizados (PLE). 
 
La PLE es un proceso de extracción sólido-líquido que se desarrolla en envases 
cerrados a temperaturas y presiones elevadas. Es similar a la extracción con fluidos 
supercríticos, pero el CO2 es reemplazado por solventes orgánicos para mitigar los 
problemas potenciales de polaridad. La extracción se lleva a cabo bajo presión para 
mantener los solventes orgánicos convencionales en su estado líquido, pero a 
temperaturas de extracción muy por arriba de su punto de ebullición, lo que aumenta su 
poder de solvatación y disminuye su viscosidad aumentando así el coeficiente de 
difusión del analito (Fidalgo y cols., 2007).  
 
Mezcua y cols. (2007) reportaron el empleo de esta técnica para el análisis de 12 
plaguicidas organoclorados y organofosforados en fórmulas lácteas, realizando la etapa 
de limpieza en línea antes del análisis por GC-MS/MS. Estos autores reportaron que el 
método desarrollado permitió la identificación y cuantificación exacta de cada uno de 
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los analitos, mientras que el empleo de alúmina en el paso de limpieza del extracto y la 
optimización de la temperatura de desorción durante la inyección al cromatógrafo de 
gases permitieron la eliminación de las interferencias típicas causadas por la 
coextracción de lípidos presentes en la muestra. 
  
1.3.2.2 Extracción en Fase Sólida (SPE). 
 
La SPE es una técnica que se lleva a cabo pasando una disolución que contenga 
el o los analitos sobre una fase sólida que los adsorbe específicamente. Después de la 
adsorción, los analitos se eluyen con una pequeña cantidad de disolvente con el que 
interaccionan más fuertemente que con la fase sólida. (Rubinson, 2001). Algunas 
ventajas de la SPE sobre las extracciones convencionales y limpieza son: mayor 
reproducibilidad, elimina el uso de grandes cantidades de solventes, rapidez, 
versatilidad, costos menores, posibilidad de automatización y obtención de extractos 
libres de interferencias (Yagüe y cols., 2002). 
 
Esta técnica de preparación de muestras se utiliza en los métodos oficiales 
descritos anteriormente, el método 970.52 de la AOAC y el IDF 75C. Como ejemplo de 
la aplicación de esta técnica, Schenck y cols. (2000) desarrollaron un método de SPE 
para la extracción y análisis por GC de OCPs no polares y plaguicidas organofosforados 
(OPPs) polares a partir de huevos, el cual consiste en una extracción con acetonitrilo, 
seguido por una limpieza mediante SPE, utilizando columnas de aminopropil y carbón 
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activado para eliminar interferencias de color y para los OCPs columnas de Florisil. Los 
porcentajes de recuperación con esta técnica, para los OCPs estudiados, se encontraron 
entre 86-108%. 
 
1.3.2.3 Extracción por dispersión en matriz de fase sólida (MSPD). 
 
La MSPD es una técnica de extracción en fase sólida que  elimina la necesidad 
de la homogenización de la muestra y la remoción de remanentes de matriz, antes de la 
aplicación en la columna. En la MSPD la muestra se mezcla con un adsorbente hasta la 
obtención de una masa homogénea que se empaca en una columna, a partir de la cual 
eluirán los analitos de interés utilizando un solvente orgánico apropiado, mientras los 
componentes no deseados son retenidos en la columna (Fidalgo y cols., 2007). 
 
Es una técnica simple, requiere pequeñas cantidades de muestra, tiene un tiempo 
de extracción corto, utiliza una menor cantidad de solventes orgánicos que los métodos 
convencionales, no requiere preparación ni mantenimiento de equipo y ofrece la 
posibilidad del desarrollo de extracción y limpieza simultáneamente; sin embargo son 
procedimientos laboriosos y algunas aplicaciones siguen requiriendo grandes volúmenes 




En el 2001, Yagüe y cols. desarrollaron un método analítico para la 
determinación de 22 plaguicidas organoclorados y 6 bifenilos policlorados en leche 
entera líquida utilizando MSPD-GC-ECD, sin embargo no obtuvieron resultados 
satisfactorios para 3 de los 22 OCPs ya que presentaban retención excesiva en la 
columna de alúmina. 
 
1.3.2.4 Extracción asistida por microondas (MAE). 
 
La MAE es una extracción sólido-líquido que utiliza radiación de microondas 
(0,3 a 300 GHz) como fuente de calor para acelerar el proceso de extracción de los 
analitos de interés. La generación de calor en la muestra por la aplicación de microondas 
requiere la presencia de un compuesto dieléctrico. El efecto de la energía de microondas 
es fuertemente dependiente de la naturaleza del solvente y de la matriz sólida. 
Usualmente el solvente posee una constante dieléctrica alta, además debe disolver 
selectiva y eficientemente a los analitos blanco y debe absorber las microondas sin 
conducir a un calentamiento fuerte. Otros parámetros importantes en esta técnica son la 
temperatura y el tiempo de extracción, la potencia aplicada y el contenido de agua de la 




Se han reportado diversos estudios del acoplamiento de la extracción asistida por 
microondas con la SPME en modalidad headspace (HS-SPME), por ejemplo, en el 
análisis de 16 OCPs en muestras de agua se demostró que es un procedimiento de 
pretratamiento muy simple y rápido comparado con el procedimiento convencional  
(Li y cols., 2003). 
 
También se ha empleado para el análisis de 11 plaguicidas clorados en suelos, 
logrando un eficiente enriquecimiento y limpieza del extracto, así como buena 
selectividad, sensibilidad y rapidez, produciendo solo una pequeña cantidad de residuos 
de solventes orgánicos (Herbert y cols., 2006). Más recientemente, la MAE se ha 
empleado para el análisis de compuestos orgánicos semivolátiles en muestras acuosas. 
La comparación del comportamiento del sistema MAE-HS-SPME y el procedimiento de 
HS-SPME convencional, mostró que la técnica asistida por microondas es viable y 
además mejora la eficiencia de extracción (Huang y cols., 2007).  
 
1.3.2.5 Extracción  por ultrasonido (USE). 
 
Es la extracción sólido-líquido más simple y consiste en sumergir la muestra con 
un solvente orgánico apropiado y someterlo a ondas de ultrasonido. El proceso se lleva a 
cabo en un baño ultrasónico; la sonicación involucra el uso de ondas sonoras que tienen 
una energía de alrededor de 20kHz, que aceleran el transporte de masas y la remoción 
mecánica de los analitos de la superficie sólida por un mecanismo llamado “cavitación”. 
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La cavitación es la formación e implosión de burbujas de vacío a través del solvente, 
creando microambientes con altas presiones y temperaturas que provoca una mayor 
penetración del solvente en el sólido mejorando la transferencia de masa y llevando así a 
una mejora en la eficiencia de la extracción de la muestra (Fidalgo y cols., 2007). 
 
Lambropoulou y cols. (2006) acoplaron la microextracción en fase sólida 
modalidad headspace con la extracción por ultrasonido, previa limpieza con ácido 
sulfúrico al 40% para la determinación de 19 plaguicidas clorados en hígado de aves y 
observaron que la metodología provee una buena separación cromatografica de los 
analitos y satisfactorios porcentajes de recuperación, reduciendo también el ruido de 
fondo debido a la matriz biológica. 
 
1.3.2.6 Microextracción en gota (SDME). 
 
La SDME es una técnica que surge como resultado de la miniaturización de la 
extracción líquido-líquido (LLE) por una gran reducción de la relación de solvente-fase 
acuosa. Es una técnica desarrollada en 1996 por Jeannot y Cantwell y es una alternativa 
que integra muestreo, extracción, concentración e introducción de la muestra al sistema 
analítico en un paso. En SDME, la fase extractante es una gota de solvente inmiscible en 
agua, suspendida dentro de la muestra acuosa en agitación. Es una técnica simple, de 
bajo costo, rápida, efectiva y virtualmente libre de solventes (Psillakis y cols, 2002). Se 
basa en la distribución pasiva de los analitos entre el microvolumen de fase orgánica y la 




Zhang  y cols. (2008) desarrollaron un procedimiento para la extracción de 9 
OCPs a partir de muestras vegetales, obteniéndose valores de recuperación entre 63.3 a 
100%. 
 
1.3.2.7 Microextracción en Fase Sólida (SPME) 
 
La microextracción en fase sólida es una técnica relativamente nueva que 
consiste en una pequeña cantidad de fase extractante dispersa sobre un soporte sólido, 
fue  desarrollada por Pawliszyn y dada a conocer a partir de 1990. Una de las 
configuraciones del sistema de SPME consiste en una pequeña fibra de sílice fundida, 
normalmente recubierta de una fase polimérica, la cual está instalada sobre un soporte, 
obteniéndose un sistema semejante a una jeringa modificada (Pitarch, 2001), como se 
muestra en la  Figura I-2. 
 
Figura I- 2 Dispositivo de SPME. 
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El mecanismo de extracción está basado principalmente en la adsorción de los 
analitos a partir de las soluciones acuosas sobre una fibra de sílice fundida recubierta 
con un adsorbente polimérico (Hwang, 2000). Esto es, la fibra es expuesta a una muestra 
por un periodo de tiempo determinado, lo suficientemente largo para que se alcance una 
condición de equilibrio entre la matriz de la muestra y la fase extractante. Cuando el 
equilibrio se ha alcanzado, la exposición por un mayor tiempo, no conlleva al aumento 
de la concentración del analito en la fase extractante (Lord y cols., 2000). 
 
Las modalidades de extracción que se pueden desarrollar con esta técnica son 
tres: extracción directa (inmersión directa), extracción por headspace y por membrana 
protectora, las cuales se ejemplifican en la figura I-3 (Lord y cols., 2000). 
 
En la inmersión directa, la fibra es introducida dentro de la muestra y los analitos 
son transportados directamente de la muestra a la fase extractante. Para acelerar la 
extracción, son requeridos niveles de agitación para transportar los analitos, reduciendo 
el efecto provocado por la zona de depleción producida alrededor de la fibra (Lord y 
cols., 2000). 
 
En la modalidad de headspace los analitos deben ser transportados a la fase 
gaseosa antes de que ellos alcancen la fibra. Esta modificación sirve principalmente para 
proteger la fibra de daños causados por compuestos de alto peso molecular, para 
eliminar interferencias no volátiles presentes en la muestra y también permite la 
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modificación de la matriz, por ejemplo, el cambio de pH. La extracción consiste en que 
la jeringa modificada puesta sobre el vial de la muestra perfora la septa, después la fibra 
es expuesta en la fase gaseosa existente sobre la muestra por un periodo de tiempo 
predeterminado para establecer el equilibrio entre la fibra, el headspace y la muestra 
(Lord y cols., 2000). 
 
Por último, en la modalidad de membrana protectora, se realiza una extracción 
indirecta, siendo el principal propósito de la membrana el proteger a la fibra contra 
daños cuando se analizan muestras muy sucias. Las ventajas que  posee sobre la 
modalidad de headspace son: que permite extraer analitos poco volátiles y que el 
material con el que está elaborada la membrana puede aumentar la selectividad del 
proceso de extracción. La cinética de extracción es más lenta que en la modalidad de 
inmersión directa porque los analitos deben difundir primero a través de la membrana 
antes de alcanzar la fibra (Lord y cols., 2000). 
 
 
Figura I- 3 Modalidades de extracción en SPME. 
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Para la selección de la modalidad de extracción se debe considerar las 
características de la matriz a trabajar, la volatilidad de los analitos de interés y la 
afinidad de éstos por la matriz. En la Tabla I-5 se resumen las características de las 
muestras y analitos sugeridas para cada uno de las modalidades de extracción. 
 
Tabla I- 5. Aplicación de las modalidades de SPME. 
Modalidad SPME Volatilidad del 
Analito 
Matriz 
Inmersión directa Media a baja Muestras gaseosas y líquidas simples. 




Baja Muestras complejas. 
 Pitachr, 2001 
 
 
En la tabla I-6 se muestran algunas de las aplicaciones de la SPME en su 
modalidad de inmersión directa y headspace para la determinación de algunos 
plaguicidas organoclorados en diferentes tipos de matrices.  
 
Cabe resaltar que son pocos los trabajos reportados sobre la aplicación de SPME 
para la determinación de plaguicidas organoclorados en leche. En el Departamento de 
Química Analítica de la Facultad de Medicina, UANL, se desarrolló un método de GC-
HS-SPME para la determinación de 7 OCPs en leche en polvo (Garza Tapia, 2008). Por 
otro lado, a la fecha no se ha encontrado ningún reporte del empleo de la SPME en la 





1.3.2.7.1 Optimización de la SPME. 
 
La técnica de SPME involucra los procesos de extracción y desorción de los 
analitos al sistema analítico. El desarrollo de un método de SPME para la determinación 
de un analito de interés necesita que ambos procesos garanticen un óptimo 
comportamiento, por lo que las variables que afectan cada una de estas etapas deben ser 
establecidas de manera que aseguren la mayor extracción de los analitos. 
 
- Extracción. 
Entre las variables más destacadas que afectan la eficiencia de extracción de los 
analitos se encuentran: el tipo de fibra, el tiempo de extracción, la fuerza iónica de la 
matriz, el pH, la temperatura de extracción, la cantidad de muestra, la agitación, la 
adición de modificadores orgánicos, el volumen de headspace, así como las 
características propias de la muestra (Lord y cols., 2000). 
 
- Desorción. 
Una vez que el analito se ha extraído, los analitos deben ser desorbidos para el 
análisis ya sea por HPLC o por GC. En el caso de GC es importante optimizar variables 





Tabla I- 6. Aplicación de la SPME al análisis de OCPs en diferentes matrices. 
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250 ° C 
5 min 
0,01 - 0,30 
µg/L 
(GC-MS) 
Gonzalez  y 
cols. 2005 
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Raposo y cols. 
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250 ° C 
5 min 
0,05 – 0,40 
ng/mL 
(GC-MS) 
Brondi y cols. 
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1 – 51.7 ng/L 
 
(GC-ECD) 









0.029 – 0.301 
ng/g 
(GC-ECD) 






1.4 Métodos de determinación  y cuantificación de OCPs. 
 
La determinación de los OCPs se lleva a cabo principalmente por cromatografía 
de gases (GC), aunque existen reportes del análisis por cromatografía de líquidos (LC). 
La GC representa el método más ampliamente utilizado (Sherma, 2001), empleando 
columnas capilares, aunque algunos métodos oficiales todavía especifican columnas 
empacadas. Los sistemas de detección son detectores de captura de electrones (ECD) y 
espectrómetro de masas (MS). En años recientes la LC ha emergido como una técnica 
alternativa para la determinación de estos analitos, la mayoría de las determinaciones por 
LC se realizan sobre un sistema de fase inversa con detectores de UV de longitud de 
onda fija o variable. En la tabla I-7 se muestran algunos ejemplos de métodos de análisis 
de OCPs (Blasco y cols., 2003). 
 
 
1.5 Diseño de experimentos.  
 
El diseño estadístico de experimentos se refiere al proceso realizado para planear 
el experimento de tal forma que se recaben datos adecuados que puedan analizarse con 
métodos estadísticos que llevarán a conclusiones válidas y objetivas (Montgomery, 




Tabla I- 7. Empleo de los diferentes sistemas de determinación de OCPs. 
  Condiciones cromatográficas LOD LOQ Referencia 
GC-EDC Columna VF-5ms, de 30 m x 0,25mm d.i. y un espesor de 0,25 µm.  
Gas acarreador: helio a 1mL/ min y Gas auxiliar: nitrógeno a  
30 mL/ min 
Temperatura del inyector 260 °C 
Apertura de la válvula de split: 3 min 
Programa de temperatura:  
Inicial 80°C por 4 min 
215 °C a 15°C/min mantener por 0 min 
230°C a 2°C/min mantener por 0 min 
260°C a 5°C/min mantener por 0 min 













Raposo y cols. 
2007 
 
Columna HP-5, de 30 m x 0,32mm d.i. y un espesor de 0,25 µm.  
Gas acarreador y Gas auxiliar: nitrógeno a 9,92 psi 
Temperatura del inyector 260 °C 
Apertura de la válvula de split: 2 min 
Programa de temperatura: 
Inicial 60°C por 2 min 
200 °C a 30°C/min mantener por 30 s 
230°C a 3°C/min mantener por 3 min 
300°C a 4°C/min mantener por 2 min 















Fernández y cols. 
2008 
 
GC-MS Columna Croma-5, de 30 m x 0,25mm d.i. y un espesor de 0,33 µm.  
Gas acarreador: helio 
Temperatura del inyector 250 °C 
Apertura de la válvula de split: 2 min 
Programa de temperatura: 
Inicial 140°C por 3 min 





















Tabla I- 7. Empleo de los diferentes sistemas de determinación de OCPs. (Continuación) 
 Condiciones cromatográficas LOD LOQ Referencia 
GC-MS Columna VF-5, de 30 m x 0,25mm d.i. y un espesor de 0,25 µm.  
Gas acarreador: helio a 1 mL/min 
Temperatura del inyector 250 °C 
Apertura de la válvula de split: 2 min 
Programa de temperatura: 
Inicial 80°C por 2 min 
190 °C a 15°C/min mantener por 4 min 
230°C a 10°C/min mantener por 5 min 
290°C a 10°C/min mantener por 6 min 
Detector ITS a 180 °C 





Columna Microsorb-MV 100-5, 150 x 4,6 mm, diámetro de 
partícula de 4µm. 
Fase móvil: metanol:agua 84:16 %  
Flujo: 1 mL/min. 
Temperatura de la columna: 30°C 
Detección a 220 y 238 nm 
36- 164 
ng/g 
NR* Vega y cols. 
2006 
Columna Microsorb-MV C18,  150 x 4,0 mm. 
Fase móvil: metanol:agua 83:17 %  
Flujo: 1 mL/min. 
Temperatura de la columna: 30°C 
Detección a 220 y 238 nm 
0,3 – 3,6 
ng/mL 
NR* Torres y cols. 
2006 
 
* NR- No reportado
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El diseño experimental es una herramienta que tiene importancia fundamental 
para la identificación de los factores que pueden influir en el resultado de un 
experimento y para la minimización los efectos de factores no controlados en el sistema 
(Miller, 2002). 
 
Una vez que se han identificado los diferentes factores e interacciones que 
afectan el resultado de un experimento, se necesitan diseños experimentales separados 
para determinar la combinación de los niveles del factor que proporcionarán la respuesta 
óptima, definiéndose como óptimo una señal de respuesta máxima. Un buen método de 
optimización posee dos cualidades (Miller, 2002): 
 
1. Produce un conjunto de condiciones experimentales que proporcionan la 
respuesta máxima o al menos un valor más aproximado al máximo. 
2. Llega al óptimo con el número más pequeño posible de etapas 
experimentales de ensayo. 
 
1.5.1 Diseño Factorial. 
 
El diseño factorial describe los experimentos más adecuados para conocer 
simultáneamente el efecto que tienen ciertos factores sobre una respuesta y descubrir si 
interaccionan entre ellos. Estos experimentos están planeados de forma que se varían 
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simultáneamente varios factores, pero se evita que se cambien siempre en la misma 
dirección. Al no haber factores correlacionados se evitan experimentos redundantes. 
Además, los experimentos se complementan de tal modo que la información buscada se 
obtiene combinando las respuestas de todos ellos. Esto permite obtener la información 
con el mínimo número de experimentos y con la menor incertidumbre posible. 
(Montgomery, 2007) 
 
El número de experimentos necesarios viene dado por la formula: 
knN  




 más simple es el de dos factores cada uno con dos niveles, donde el 
diseño corresponde a cuatro corridas, que se pueden representar gráficamente como un 
cuadrado, donde cada experimento se representa en los vértices. (Montgomery, 2007) 
 
1.5.1.1 Diseño factorial fraccionado. 
 
Conforme el número de factores se incrementa en un estudio, el número de 
corridas requeridas para el análisis de los efectos de las variables aumenta rápidamente, 
por ejemplo un diseño 2
5
 requiere 32 corridas. Al analizar este ejemplo, solo 5 grados de 
libertad corresponden a los efectos principales y 10 grados de libertad corresponden a las 
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interacciones de dos factores. Si puede suponerse que ciertas interacciones de órdenes 
superiores son insignificantes, entonces puede utilizarse un diseño factorial fraccionado 
que incluya menos de las 2
k
 corridas del conjunto completo a fin de obtener información 
únicamente sobre los efectos principales y de las interacciones de órdenes inferiores. 
Este tipo de diseños fraccionados son útiles en los casos en los que se requiere agilizar el 
procedimiento de optimización y disminuir el gasto de insumos. (Montgomery, 2007) 
 
 
Tipos de diseño factorial fraccionado. 
 
1. Fracción un medio 
Contiene 2
k-1
 corridas. Puede construirse escribiendo las combinaciones de un diseño 
factorial completo en k-1 factores y agregando el k-ésimo factor identificando sus 
niveles positivo y negativo con los signos positivo y negativo de la interacción de orden 
superior. Si uno o más factores de una fracción un medio de  un diseño 2
k
 pueden 
eliminarse, el diseño se proyectará en un diseño factorial completo. Esta propiedad de 
proyección es de gran utilidad en el tamizado o selección de factores, debido a que 
permite eliminar los factores insignificantes, dando como resultado un experimento más 








 puede correrse en una fracción ½ 
p
 llamada diseño factorial fraccionado 
pk2 . Por tanto a una fracción ¼ se le llama diseño factorial fraccionado 2
k-2
, una 
fracción 1/8 se le llama diseño 2
k-3 
y  una fracción 1/16 se le llama diseño 2
k-4
. Este tipo 
de diseño proporcionará casi la misma cantidad de información útil con una economía 
todavía mayor. Para la construcción de este tipo de diseño se debe seleccionar 
generadores de diseños, ya que para un dado número de factores y de corridas que 
deseen realizarse, se deberá seleccionar el generador de tal modo que el diseño tenga la 
resolución más alta posible. (Montgomery, 2007) 
 
1.5.2 Método Simplex. 
 
La optimización puede lograrse por diferentes metodologías, una de ellas es por 
el método simplex, el cual permite la optimización simultánea de varios factores y se 
aplica cuando éstos son variables continuas. (Harvey, 2002) 
 
La representación gráfica de un simplex da una figura geométrica que tiene k+1 
vértices cuando se trata de optimizar una respuesta respecto a k factores. (Miller, 2002) 
En la etapa inicial de los experimentos, es recomendable construir un simplex grande 
para que por sí mismo se mueva rápidamente sobre la superficie de respuesta y pueda 
localizar la región del óptimo. Para definir más precisamente el óptimo, se construye un 
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simplex menor y se continúa la optimización. En la definición del primer simplex se 
deben establecer las variables que estarán sujetas a la optimización. Después, se define 
el tamaño del paso de cada variable del simplex.  Los valores del nuevo experimento de 
un simplex se localizan por cálculos en lugar de figuras, lo que resulta esencial cuando 
se trabajan más de 2 variables. Existen algunas variantes del método simplex que son: el 
simplex secuencial básico y el simplex modificado. A continuación se presentan los 
pasos a seguir en un simplex secuencial básico, los cuales dependen de los resultados 
obtenidos al realizar los experimentos que se plantean inicialmente (Harvey, 2002): 
 
1. Ordenar la respuesta de cada vértice del simplex de mejor a peor. 
2. Rechazar el peor vértice y sustituirlo por un nuevo vértice generado reflejando el 
peor vértice a través del punto medio de los vértices restantes. Los niveles de 
factores para el nuevo vértice será el doble de los niveles medios de factor de los 
vértices conservados, menos los niveles de factor del peor vértice. 
3. Si el nuevo vértice da la peor respuesta, se rechazará el vértice con la segunda 
peor respuesta y se calculará el nuevo vértice aplicando el paso 2, el cual 
garantiza que el simplex no regresará al simplex previo. 
4. Una forma útil de limitar la gama de posibles niveles de factores son las 
condiciones límite. Si el nuevo vértice supera la condición límite, se le asignará 
una respuesta menor que la de todos los demás y se seguirá el paso 2. Los 








En la actualidad es imperativo el control de calidad de la leche y sus derivados, no 
solamente en lo que concierne a la verificación rutinaria de tipo fisicoquímico, 
microbiológico y sensorial, sino también al establecimiento de la ausencia de 
adulterantes o contaminantes.  
 
La baja polaridad de los plaguicidas organoclorados favorece su bioacumulación en 
tejido graso y su posterior eliminación por leche, convirtiendo a los productos lácteos en 
una importante ruta de exposición del hombre a estos plaguicidas.  
 
Los métodos convencionales de análisis de plaguicidas organoclorados en leche 
y sus derivados involucran procesos de pre-tratamiento largos, costosos y que  requieren 
grandes volúmenes de solventes tóxicos. La Microextracción en Fase Sólida (SPME) es 
una técnica alternativa que permitirá superar estas desventajas debido a su simplicidad, 





1.7 Objetivo General. 
 
Desarrollar un procedimiento de microextracción en fase sólida para el  análisis 




1.8 Objetivos Específicos. 
 
 
1. Optimizar y validar el método de análisis por GC/MS para OCPs. 
 
2. Seleccionar la fibra más adecuada para la extracción de OCPs en la modalidad de 
headspace. 
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CAPÍTULO  II 
 
 
MATERIAL Y MÉTODOS 
 
 
 2.1 Material, Equipos y Reactivos.  
 
2.1.1 Material  
 
 Barras magnéticas. 
 Columna cromatográfica ZB-5, 0,32 mm diametro interno x 30 m, 0,25 µm de 




 Fibras para SPME: Polidimetilsiloxano (PDMS) 100 µm, Divinilbenceno-
Polidimetilsiloxano (DVB-PDMS) de 65 µm y Divinilbenceno-Carboxen-
Polidimetilsiloxano (DVB-CAR-PDMS) 50-30 µm, Supelco. 
 Portafibras, Supelco. 
 Jeringas de 10, 25, 50 y 500 µL. 
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 Material volumétrico. 
 Pinzas de tres dedos. 
 Pinzas para soporte. 
 Pinzas para termómetro. 
 Soporte universal. 
 Termómetro de -20 a 150°C.  
 Vaso de Precipitados. 
 Viales de vidrio de 2 mL con tapón de rosca y septa de PTFE y silicón. 
 Viales de vidrio de 15 mL con tapón de rosca y septa de PTFE y silicón. 




 Agitador, Heidolph Instruments, Unimax 1010. 
 Balanza semianalítica, AND, GX200. 
 Baño con temperatura controlada, Haake C1. 
 Cromatógrafo de gases, Agilent 6890N equipado con inyector split/splitless y 
detector selectivo de masas 5973 inert. 
 Cromatógrafo de gases, Perkin Elmer Autosystem XL con inyector 
splits/splitless y detector de ionización de flama. 
 Placa de calentamiento y agitación, Barnstead Thermolyne, Cimarec 2. 







 Acetonitrilo LiChrosolv, 99,8%, Merck. 
 Agua Bidestilada Plus, Laboratorio Monterrey. 
 Cloruro de sodio 99,5%, Sigma. 
 Mezcla de 16 plaguicidas organoclorados 2000 µg/mL en Tolueno: Hexano 

















 Pentacloronitrobenceno 5000 µg/mL en metanol, Supelco. 
 Acetona, R.A., CTR. 
 Acetona, grado HPLC, 99,9%, Burdick & Jackson. 





2.2 Preparación de soluciones. 
 
2.2.1 Preparación de soluciones de estándares. 
 
A partir de la solución estándar de los 16 analitos (2000 µg/mL), se preparó una 
solución stock a una concentración de 20 µg/mL, en acetonitrilo.  
 
Además se preparó una solución stock de pentacloronitrobenceno (PCNB) a una 
concentración de 20 µg/mL, por dilución del estándar concentrado (5000 µg/mL) 
utilizando acetonitrilo. 
 
Para la optimización del método de GC-MS, a partir de las soluciones stock de la 
mezcla de los 16 analitos y de pentacloronitrobenceno, se preparó una solución de 
estándares con una concentración final de 0,5 µg/mL en acetonitrilo. 
 
La curva de calibración utilizada para la validación del método de GC-MS, 
constituida por cinco niveles de concentración en un rango de 0,4 a 1,5 µg/mL de OCPs 
y 0,5 µg/mL de pentacloronitrobenceno, se preparó a partir de las soluciones stock. 
 
Todas las soluciones se almacenaron a 4 °C en viales de vidrio de 2 mL con 




2.2.2 Preparación de soluciones de trabajo. 
 
Para la preparación de las soluciones de trabajo empleadas en la selección de la 
fibra, se diluyó la solución estándar de los 16 analitos de 2000 µg/mL a una 
concentración de 10 µg/mL con acetonitrilo al 10% en agua. Las soluciones se 
almacenaron en frascos con tapón esmerilado a 4 °C. Antes de emplear las soluciones, se 
permitió que alcanzaran la temperatura ambiente y se mezclaron por sonicación por 10 
minutos. 
 
2.3 Muestra seleccionada. 
 
Como matriz modelo se seleccionó yogurt natural sólido Yoplait
®
 con un 
contenido de grasa del 2,0%. El yogurt se adquirió en supermercados y se mantuvo en 
refrigeración hasta su utilización. Una vez abierto, cada envase se utilizó por un máximo 




2.4 Cromatografía de gases-masas (GC-MS). 
 
2.4.1 Optimización de las condiciones de separación cromatográfica. 
 
Para establecer las condiciones óptimas para la separación cromatográfica de los 
16 OCPs y el PCNB incluidos en este trabajo, se analizó por inyección directa 1 µL de 
una solución estándar de 0,5 µg/mL en el cromatógrafo de gases-masas utilizando una 
columna cromatográfica ZB-5 (0,32 mm d.i. x 30 m, o,25 µm de espesor, Phenomenex).  
 
El programa inicial de temperatura se muestra en la Tabla II-1 y fue establecido 
en la tesis de licenciatura de Padilla Alonso (2006), este programa se modificó hasta 
obtener una separación satisfactoria de los 17 compuestos. El espectrómetro de masas se 
operó en modalidad de impacto electrónico y las condiciones utilizadas se muestran en 
la tabla II-2.  
 
Tabla II- 1. Programa inicial para el análisis de OCPs  por GC-MS. 
Gas acarreador Helio 
Flujo 2.5 mL/ min 
Temperatura del inyector 250° C 
Programa de temperaturas: 
Inicial. 
 
45 °C /1 min 
Rampa 1. 25 °C/min hasta 150° C y mantener 1 minuto 
Rampa 2. 3 °C/min hasta 200° C y mantener 2 minutos 




Tabla II- 2. Condiciones de operación utilizadas para el espectrómetro de masas.  
Temperatura de la interfase 280 °C 
Temperatura del analizador 150 °C 
Temperatura de la fuente 230 °C 
Adquisición Barrido completo (50-600 m/z) 
Velocidad de barrido 2,69 barridos/s 
 
 
2.4.1.1 Confirmación de la identidad de los analitos. 
 
Para la identificación de cada uno de los 17 compuestos, una vez obtenido el 
cromatograma se analizaron los espectros de masas correspondientes a cada pico 
cromatográfico y se identificaron mediante la comparación con los espectros de masas 
de la base de datos NIST (D.04.00, octubre 2002), además, se seleccionaron los iones 
característicos mostrados en la Tabla II-3. 
 
2.4.1.2 Establecimiento de parámetros de adquisición de datos. 
 
Con la finalidad de mejorar la sensibilidad y selectividad del método, una vez 
establecido el programa de temperaturas óptimo para la separación cromatográfica, se 
cambió la modalidad de adquisición de datos de barrido completo (SCAN) a monitoreo 
selectivo de iones (SIM). Para ello, se establecieron ventanas de adquisición de datos en 
las que se monitorearon los iones principales de cada uno de los analitos mostrados en la 
tabla II-2. El establecimiento de estas ventanas se realizó en función de los tiempos de 







Tabla II- 3. Iones característicos de los analitos (CFR Part 136 Fed. Regist, 2009; González-
Rodríguez, 2005). 
 




Aldrín 263 66 220 
α-HCH 181 183 109 
β-HCH 181 183 109 
δ-HCH 183 109 181 
γ-HCH 181 183 109 
p,p’-DDD 235 237 165 
p,p’-DDE 246 248 176 
p,p’-DDT 235 237 165 
Dieldrín 263 79 279 
Endosulfán I 237 339 341 
Endosulfán II 339 237 341 
Endosulfán Sulfato 272 387 422 
Endrín 263 81 82 
Endrín aldehído 67 345 250 
Heptacloro 100 272 274 
Heptacloro epóxido 353 355 351 
PCNB 265 237 235 
 
  
2.4.2 Validación del sistema. 
 
Para asegurar el comportamiento adecuado del procedimiento cromatográfico 
desarrollado para el análisis de los OCPs de interés, se evaluaron la linealidad, precisión, 






Se construyó una curva de calibración a 5 niveles de concentración en un 
intervalo de concentración de 0,4 a 1,5 µg/mL por triplicado. Con los datos obtenidos se 
realizó un análisis de regresión lineal. 
 
La aceptación de la linealidad se basó en la observación visual de la curva 




La precisión del sistema cromatográfico se evaluó mediante el cálculo de la 
desviación estándar relativa (% DER) de los factores de respuesta de los estándares 
analizados para la curva de calibración.  
 
El criterio de aceptación fue una % DER menor al 20 %. 
 
2.4.2.3 Límite de Detección 
 
El límite de detección para cada analito se calculó en función de la relación 
señal-ruido, empleando la ecuación: 






Donde tenemos que: 
S es la señal del analito 
N es la señal del ruido de fondo 
 
2.4.2.4 Límite de Cuantificación. 
 
El límite de cuantificación para cada analito se calculó en función de la relación 
señal-ruido, empleando la ecuación: 






S es la señal del analito 
N es la señal del ruido de fondo 
 
 
2.5 Microextracción en Fase Sólida.  
 
Con el fin de establecer las mejores condiciones de extracción y desorción de los 
OCPs, de la matriz de interés a la fibra y de la fibra al sistema analítico respectivamente, 
se estudiaron las variables que de acuerdo a la bibliografía pueden tener influencia sobre 
el comportamiento del sistema. Durante el desarrollo de éstas etapas se utilizó el  




La optimización se realizó en tres etapas: la selección de fibra para SPME, la 
optimización de la desorción y por último, la optimización de la extracción.  
 
Antes de comenzar con los experimentos de optimización de la SPME, se 
acondicionaron las fibras según las recomendaciones del proveedor, las cuales fueron: 
 
a) 250 °C por 30 minutos para la fibra de DVB-PDMS de 65 µm. 
b) 270 °C por 60 minutos para la fibra de DVB-CAR-PDMS 50-30 µm. 
c) 250 °C por 30 minutos para la fibra de PDMS de 100 µm. 
 
Las extracciones se realizaron en modalidad headspace y con agitación 
magnética a alta velocidad. El dispositivo de extracción se montó de acuerdo al 
diagrama que se muestra en la Figura II-1, el cual consistió en un baño de agua colocado 
sobre una placa de calentamiento y agitación con temperatura regulada. Se introdujo una 
barra magnética al vial para mantener la muestra en agitación constante, posteriormente 
éste se sumergió completamente en posición vertical en el baño de temperatura y 
transcurrido el tiempo de equilibrio, se perforó la septa con el portafibras de SPME, se 
fijó en la posición adecuada, para finalmente exponer la fibra y proceder a la extracción 
por el tiempo establecido. Al término del tiempo de extracción, la fibra se extrajo y se 








Tabla II- 4. Condiciones de GC-FID. 
Gas acarreador Helio 
Flujo 2.5 mL/min 





45 °C /1 min 
Rampa 1. 25 °C/min hasta 150 °C y mantener 15 minutos 
Rampa 2. 3 °C/min hasta 180 °C y mantener 8 minutos 
Rampa 3. 10 °C/min hasta 270 °C y mantener 10 minutos 











2.5.1 Selección de la fibra para SPME. 
 
Para la selección de la fibra más adecuada en la extracción de los OCPs de 
interés, se estudió el comportamiento de las fibras de DVB-PDMS de 65µm, DVB-
CAR-PDMS 50-30 µm y PDMS de 100 µm. Se realizaron extracciones por triplicado, a 
partir de una solución de estándares a una concentración de 10 µg/mL. Las condiciones 
de extracción utilizadas fueron las indicadas en la Tabla II-5.  
 
Tabla II- 5. Condiciones de trabajo empleadas  para la selección de fibra de SPME. 
 
 
Transcurrido el tiempo de extracción, se analizó por GC-FID. La fibra de SPME 
se dejó en el inyector a 250 °C por 20 minutos como paso de limpieza, preparando así la 
fibra para la siguiente extracción. 
 
La selección de la fibra más adecuada se realizó comparando las áreas obtenidas 
y el % DER observada de cada analito con las fibras analizadas. Se seleccionó la fibra 
que mostró los valores menores de % DER y que no presentó analitos remanentes 
después de la limpieza. 
Extracción Tiempo de Equilibrio 20 minutos 
Tiempo de Extracción 60 minutos 
Temperatura de Extracción 70 °C 
Adición de NaCl 0% 
Adición de ACN 0% 
Volumen de Headspace 5 mL 
Desorción Temperatura del inyector 228 °C 
Apertura de la válvula de split A los 5,4 minutos 
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2.5.2 Optimización de la Desorción. 
 
Debido a que la fibra seleccionada fue la de PDMS de 100 µm, la etapa de 
desorción no se optimizó y las condiciones utilizadas fueron las establecidas por Padilla 
Alonso (2006), que se muestran en la tabla II-6.  
 
 





2.5.3 Optimización de la Extracción. 
 
Para la optimización de la extracción de los OCPs se realizó el estudio de siete 
variables que afectan la eficiencia de extracción de los analitos: cantidad de muestra, 
volumen de headspace, temperatura de extracción, tiempo de equilibrio, tiempo de 
extracción, contenido de cloruro de sodio y contenido de acetonitrilo. Esta etapa se 
realizó con muestra de yogurt adicionada con OCPs a un nivel de 50 µg/g. Las 
condiciones de desorción utilizadas fueron las que se muestran en la tabla II-6. 
 
Con la finalidad de seleccionar las variables que tienen mayor influencia sobre 
este sistema de extracción, se realizó un diseño de experimentos factorial fraccionado a 
dos niveles, aleatorizado. Los experimentos realizados se muestran en la tabla II-7.  
Temperatura del inyector 250 °C 
Apertura de la válvula de split 3 minutos 
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Para el planteamiento y análisis del diseño de experimentos se utilizó el 
programa STATISTICA 5.1, edición 97. Para el análisis de los resultados se calculó el 
coeficiente de deseabilidad, es decir para cada analito se normalizaron las respuestas 
obtenidas asignando un valor de deseabilidad de 0,0 para la respuesta más baja y de 1,0 
al resultado más alto, y se calculó un valor integral para cada experimento. 
 
 































4 80 60 10 4 10 1 1 
5 60 30 30 4 10 1 10 
8 80 60 30 4 20 10 10 
1 60 30 10 4 20 10 1 
2 80 30 10 1 10 10 10 
7 60 60 30 1 10 10 1 
3 60 60 10 1 20 1 10 
6 80 30 30 1 20 1 1 
 
 
Con los resultados obtenidos, se seleccionaron las variables que tienen una 
mayor influencia en la eficiencia de la extracción de los 16 OCPs. Las condiciones 
óptimas para dichas variables se establecieron utilizando un diseño de experimentos 





Para la optimización mediante el método simplex, no se adicionó cloruro de 
sodio y se mantuvieron fijos el tiempo de equilibrio en 20 minutos y el tiempo de 
extracción en 60 minutos, mientras que las condiciones de desorción fueron las que se 
muestran en la tabla II-6. Los experimentos iniciales se presentan en la tabla II-8. 
 
 
Tabla II- 8. Experimentos iniciales propuestos para la optimización de la extracción. 












1 8 3 75 13 
2 3 3 65 13 
3 8 3 65 18 
4 8 2 65 13 
5 3 2 75 18 
 
 
En base a los resultados obtenidos, se plantearon nuevos experimentos, pero se 
realizaron sólo aquellos que estuvieron dentro de las condiciones que aseguraron un 
adecuado comportamiento del sistema y que se muestran en la tabla II-9. Una vez que 




Tabla II- 9. Valores límites de análisis. 
VARIABLES LÍMITES: 
 Adición de ACN 0 - 10 % 
 Cantidad de muestra 1 - 4 g 
 Temperatura de extracción 60 – 83 °C 




Debido a que se esperan niveles bajos de los OCPs en las muestras de yogurt, se 
evaluó la posibilidad de incrementar la cantidad de muestra y de esta manera, aumentar 
la probabilidad de que estos analitos sean detectados y cuantificados en muestras reales. 
Con esta finalidad, se comparó la respuesta obtenida extrayendo 3 y 4 gramos de yogurt 
adicionado con una cantidad fija de 50 µg de OCPs y las condiciones de extracción 
establecidas en la tabla III-10.  
 
Además, considerando el número de muestras a analizar durante un día de 
trabajo, se analizó la posibilidad de disminuir el tiempo de extracción de las muestras, 
para lo cual, se compararon las respuestas obtenidas al extraer 3 gramos de yogurt 
adicionado con una cantidad total de 50 µg de OCPs, utilizando las condiciones 
establecidas en la tabla III-10 y probando tiempos de extracción de 45 y 60 minutos de 
extracción. 
 
Los resultados de estos experimentos se compararon usando la prueba t con un 
nivel de confianza del 95%; el procedimiento realizado se muestra en el p A.   
 
 
2.6 Sensibilidad del método de análisis de OCPs. 
 
Para asegurar la aplicabilidad del método desarrollado al análisis de los OCPs de 





2.6.1 Límite de Detección 
 
El límite de detección para cada analito se calculó en función de la relación 
señal-ruido, empleando la ecuación: 




Donde tenemos que: 
S es la señal del analito 
N es la señal del ruido de fondo 
 
2.6.2 Límite de Cuantificación. 
 
El límite de cuantificación para cada analito se calculó en función de la relación 
señal-ruido, empleando la ecuación: 






S es la señal del analito 
N es la señal del ruido de fondo 
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3.1 Cromatografía de Gases-Masas (GC-MS). 
 
3.1.1 Optimización de las condiciones de separación cromatográfica. 
 
Para la separación cromatográfica se evaluaron diferentes programas de 
temperatura, a partir del programa inicial, modificando y agregando gradientes de 
temperatura con el fin de obtener una separación adecuada de los 16 analitos y el 
estándar interno. En las Figuras III-1 a III-6 se presentan los cromatogramas obtenidos 
con los diferentes programas de temperatura probados. En la tabla II-1 se muestra la 
resolución obtenida en cada caso entre los picos cromatográficos de los analitos  


























Figura III- 6. Cromatograma obtenido el programa de temperatura 6. Solución estándar a 0,5 µg/mL. 
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Programa de temperatura 1 0,64 
Programa de temperatura 2 0,88 
Programa de temperatura 3 0,88 
Programa de temperatura 4 1,20 
Programa de temperatura 5 1,27 
Programa de temperatura 6 1,27 
 
 
Las condiciones cromatográficas finales para el análisis se presentan en la  




Tabla III- 2 Condiciones finales para la separación cromatográfica. 




Inicial. 45 °C /1 min 
Rampa 1. 25 °C/min hasta 150 °C y mantener 1 minuto. 
Rampa 2. 3 °C/min hasta 170 °C y mantener 1 minutos. 
Rampa 3. 4 °C/min hasta 200 °C y mantener 6 minutos. 
Rampa 4. 25 °C/min hasta 270 °C y mantener 8 
minutos. 
Temperatura de la Interfase 280 °C 
Temperatura del analizador 150 °C 
Temperatura de la fuente 230 °C. 




3.1.2 Confirmación de la identidad de los analitos. 
 
De cada pico cromatográfico se analizó el espectro de masas obtenido y se comparó 
con los datos contenidos en la biblioteca del equipo. En el Apéndice B se presentan los 
espectros de masas de cada uno de los OCPs obtenidos del cromatograma de la figura III-6 
y los espectros de masas reportados en la biblioteca NIST. En la tabla III-3 se presenta el 














Heptacloro epóxido 17,98 




Endosulfán II 22,02 
p,p’-DDD 22,95 
Endrín aldehído 23,13 






3.1.3 Establecimiento de parámetros de adquisición de datos. 
 
Una vez obtenidas las condiciones óptimas de separación cromatográfica, se cambió 
la modalidad de adquisición de datos de SCAN a SIM, por lo que se establecieron 6 
ventanas de adquisición de datos, que se muestran en la tabla III-4 y el cromatograma 
obtenido bajo estas condiciones se muestra en la figura III-7. Para asegurar una buena 
cuantificación de los analitos p,p’-DDD y el endrín aldehído se extrajeron los 
cromatogramas individuales de los iones principales, siendo el ión 235 en el caso del p,p’- 
DDD y el ión 67 para el endrín aldehído, que se muestran en la figura III-8 y III-9. 
 
 






9 a 13,89 181, 183, 109, 265, 235, 237 α-HCH, β-HCH, δ-HCH,  
γ-HCH, PCNB. 
13,9 a 17,19 66, 100, 220, 263, 272, 274 Heptacloro, Aldrín. 
17,2 a 19,89 353, 355, 351, 237, 339, 341 Heptacloro epóxido, Endosulfán I 
19,9 a 22,39 79, 81, 82, 263, 279, 246, 248, 
176,  237, 339, 341 
Dieldrín, p,p’-DDE, Endrín, 
Endosulfán II 
22,4 a 23,79 67, 345, 250, 235, 165, 237 p,p’-DDD, Endrín aldehído 























3.1.4 Validación del sistema. 
 
Los resultados obtenidos durante la validación del sistema cromatográfico se 
muestran en la tabla III-5.   
 
 




















α-HCH 0,9926 7,6 0,005 0,016 
β-HCH 0,9943 7,7 0,004 0,012 
γ-HCH 0,9947 7,6 0,007 0,022 
δ-HCH 0,9951 8,6 0,008 0,026 
Heptacloro 0,9970 10,8 0,006 0,020 
Aldrín 0,9953 8,6 0,005 0,016 
Heptacloro epóxido 0,9974 11,0 0,002 0,007 
Endosulfán I 0,9974 11,2 0,008 0,027 
Dieldrín 0,9951 10,2 0,008 0,028 
p,p’-DDE 0,9954 10,5 0,003 0,009 
Endrín 0,9913 13,6 0,011 0,037 
Endosulfán II 0,9963 13,7 0,034 0,112 
p,p’-DDD 0,9960 15,8 0,003 0,009 
Endrín aldehído 0,9941 13,8 0,052 0,172 
Endosulfán sulfato 0,9932 19,9 0,010 0,035 






3.2 Microextracción en Fase Sólida.  
 
3.2.1 Selección de la  fibra para SPME. 
 
En la tabla III-6 se muestran las áreas promedio obtenidas de cada analito con las 
fibras de PDMS 100 µm, DVB-PDMS de 65 µm y DVB-CAR-PDMS 50/30 µm, 
además se representan gráficamente estos resultados en la figura III-10. 
 




DVB-CAR-PDMS* DVB-PDMS* PDMS* 
Área % DER  Área % DER Área  % DER 
α-HCH 1465,99 48,6 2088,46 20,9 2157,95 7,6 
β-HCH 336,37 59,1 517,81 23,1 339,90 3,9 
γ-HCH 912,75 49,0 1308,37 18,6 1149,70 3,2 
δ-HCH 395,12 54,6 636,55 21,4 465,54 4,9 
Endosulfán I 949,28 17,6 931,78 15,1 774,00 4,8 
Endosulfán II 195,00 17,0 219,72 15,3 159,96 7,0 
Endosulfán 
sulfato 42,35 21,1 55,71 9,6 48,59 10,3 
p,p'-DDE 2177,07 37,1 1164,00 19,3 1115,04 6,1 
p,p´-DDD 657,94 31,3 443,16 12,8 436,85 14,7 
p,p´-DDT 582,04 42,4 290,39 14,2 330,60 16,2 
Endrín 782,34 14,5 756,53 16,3 627,32 4,6 
Endrín 
aldehído 141,57 72,0 18,05 63,8 5,76 81,8 
Dieldrín 1484,42 17,2 1150,17 17,6 946,41 5,4 
Heptacloro 
epóxido 1546,52 16,9 1551,15 15,4 1299,38 4,9 
Heptacloro 5660,59 13,3 5322,20 13,2 5019,32 7,5 





Figura III- 10. Gráfica de la comparación de las áreas de OCPS para la selección de la fibra para SPME (n=3).  
73 
 
3.2.2 Optimización de la extracción. 
 
Los resultados obtenidos para los experimentos del diseño factorial fraccionado 
realizados para la selección de las variables de mayor influencia sobre el sistema se 
muestran en la tabla III-7 y en la figura III-11 se muestra el diagrama de Pareto 
correspondiente a dichos resultados.  
 
 























80 60 10 4 10 1 1 15,000 
60 30 30 4 10 1 10 3,646 
80 60 30 4 20 10 10 1,903 
60 30 10 4 20 10 1 0,312 
80 30 10 1 10 10 10 0,314 
60 60 30 1 10 10 1 0,034 
60 60 10 1 20 1 10 0,810 








Las variables que mostraron tener mayor influencia sobre este sistema de 
extracción fueron el contenido de acetonitrilo, la cantidad de muestra, la temperatura de 
extracción y el volumen de headspace, por lo que fueron las que se optimizaron por el 
método simplex.  
 
Para la optimización de las variables de mayor influencia se plantearon 
inicialmente cinco experimentos, mostrados en la tabla II-8. Las respuestas obtenidas 
para cada uno de los analitos se analizaron con ayuda del programa Multisimplex® para 
generar los nuevos experimentos a realizar. La evolución del diseño simplex para la 
optimización de la extracción planteó los 12 experimentos mostrados en la tabla III-8, en 
esta tabla se muestra también las respuestas obtenidas de cada experimento, expresadas 
como la sumatoria de las áreas de los analitos de interés. 
 
 
















1 8 3 75 13 931,73 
2 3 3 65 13 848,89 
3 8 3 65 18 1011,88 
4 8 2 65 13 689,27 
5 3 2 75 18 1614,93 
6 3 4 75 18 1646,47 
7 1 4 80 21 2667,76 
8 7 3 83 22 2291,75 
9 2 3 92 19 931,73 
10 3 3 85 19 1614,93 
11 -1 3 87 27 848,89 




La tendencia observada para la cantidad de muestra fue hacia 3 gramos y para la  
temperatura de extracción y el volumen de headspace fue hacia valores altos, mientras 
que para la adición de acetonitrilo no se observó una tendencia definida. En la tabla III-9 
se presentan las condiciones de extracción establecidas como óptimas. 
 
 
Tabla III- 9. Condiciones de extracción obtenidas con el diseño simplex. 
Tiempo de Equilibrio 20 minutos 




Adición de NaCl 0% 
Adición de ACN 2,5% 
Volumen de headspace 20 mL 




Los resultados obtenidos de las extracciones realizadas para la comparación de la 
cantidad de muestra se pueden observar en la figura III-12 y además, en la tabla III-10 se 
presentan los resultados de la prueba t para la comparación de medias de estos datos, que 
no mostró diferencia significativa entre la eficiencia de extracción con 3 y 4 gramos para 
ninguno de los OCPs. 
 
En el caso de las pruebas realizadas para determinar el tiempo de extracción, los 
resultados obtenidos se muestran en la figura III-13 y los resultados de la prueba t para 
la comparación de medias se encuentran en la tabla III-11. En estos experimentos, se 
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observó que a menor tiempo de extracción se obtiene una mejor recuperación para los 
todos los analitos, existiendo una diferencia significativa en el caso del endosulfán I, 
p,p’-DDD, p,p’-DDE, p,p’-DDT, endrín y heptacloro epóxido. 
 
Las condiciones óptimas establecidas para la extracción de OCPs a partir de 
yogurt se presentan en la tabla III-12 y en la figura III-14 se muestra el cromatograma 




Tabla III- 10.Análisis estadístico de la cantidad de muestra. 
Analito 
 
Área * Estadístico t 
Diferencia significativa 
3 gramos 4 gramos tcal tcrit 
α-HCH 59,14 34,14 1,352 4,303 No 
β-HCH 8,44 4,1 1,895 4,303 No  
γ-HCH 43,10 23,08 1,512 4,303 No  
δ-HCH 16,32 13,94 0,788 4,303 No  
Endosulfán I 23,66 19,37 0,908 4,303 No  
Endosulfán II 5,11 4,34 0,693 4,303 No  
Endosulfán sulfato 4,04 1,33 3,432 4,303 No  
P,p'-DDE 46,50 48,38 -0,149 4,303 No  
p,p´-DDD 11,37 11,4 -0,012 4,303 No  
P,p´-DDT 9,86 9,48 0,171 4,303 No  
Endrín 21,70 18,36 1,081 4,303 No  
Dieldrín 31,24 26,67 0,967 4,303 No  
Heptacloro epóxido 40,19 33,22 0,809 4,303 No  
Heptacloro 172,38 163,63 0,154 4,303 No  













α-HCH β-HCH γ-HCH δ-HCH Endosulfán I Endosulfán II Endosulfán
sulfato


























α-HCH β-HCH γ-HCH δ-HCH Endosulfán I Endosulfán II Endosulfán
sulfato



















Tabla III- 11. Análisis estadístico del tiempo de extracción. 
ANALITO 
ÁREA * ESTADÍSTICO t Diferencia 
significativa 60 min 45 min tcal t crit 
α-HCH 59,14 74,2 -0,799 4,303 No 
β-HCH 8,445 10,58 -0,869 4,303 No 
γ-HCH 43,105 52,265 -0,706 4,303 No 
δ-HCH 16,315 21,785 -2,769 4,303 No 
Endosulfán I 23,665 81,27 -4,693 4,303 Si 
Endosulfán 
II 
5,11 18,04 -2,702 4,303 No 
Endosulfán 
sulfato 
4,045 6,535 -1,357 4,303 No 
p,p'-DDE 46,505 213,85 -8,482 4,303 Si 
p,p´-DDD 11,37 52,66 -10,555 4,303 Si 
p,p´-DDT 9,855 45,25 -9,985 4,303 Si 
Endrín 21,695 85,76 -5,080 4,303 Si 
Dieldrín 31,245 122,33 -4,640 12,706 No 
Heptacloro 
epóxido 
40,19 138,645 -4,619 4,303 Si 
Heptacloro 172,38 676,67 -3,516 4,303 No 












Tiempo de Equilibrio 20 minutos 
Tiempo de Extracción 45 minutos 
Temperatura de Extracción 75 °C 
Adición de NaCl 0% 
Adición de ACN 2,5% 
Volumen de headspace 20 mL 




Figura III- 14. Cromatograma obtenido aplicando el método de SPME-GC-MS al analizar una muestra adicionada con 6,25 ng/g.
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3.3 Sensibilidad del Método de análisis de OCPs. 
 
 
En la tabla III-13 se muestran los límites de detección y cuantificación obtenidos 
con el método desarrollado para los OCPs incluidos en el estudio.  
 










α-HCH 0,08 0,25 
β-HCH 0,24 0,82 
γ-HCH 0,08 0,27 
δ-HCH 0,05 0,18 
Heptacloro 0,20 0,67 
Aldrín 0,02 0,07 
Heptacloro epóxido 0,03 0,11 
Endosulfán I 0,20 0,66 
Dieldrín 0,05 0,17 
p,p'-DDE 0,14 0,48 
Endrín 0,07 0,23 
Endosulfán II 0,52 1,74 
p,p'-DDD 0,10 0,33 
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4.1 Cromatografía de Gases-Masas (GC-MS). 
 
4.1.1 Optimización de las condiciones de separación cromatográfica. 
 
Para obtener una separación satisfactoria de todos los analitos y el estándar 
interno fue necesario evaluar diferentes programas de temperatura hasta elegir aquel en 
el que todos los componentes aparecieran con tiempos de retención diferentes y no 
solapados, es decir, hasta obtener un cromatograma con buena resolución. Durante esta 
etapa, la identificación de los analitos se llevó a cabo mediante la comparación de los 
espectros de masas obtenidos con los reportados en la biblioteca NIST, que está 
integrada al software del aparato (Anexo B). En las figuras III-I a III-6 se muestran los 
cromatogramas obtenidos con las diversas modificaciones al programa de temperaturas 





Se comenzó a trabajar con el programa de temperatura previamente establecido 
en la tesis de Padilla Alonso (2006) y, como puede observarse en el cromatograma 
mostrado en la figura III-1, entre los 23,80 y 24,10 min se presentan dos picos 
cromatográficos no resueltos (Rs = 0,64), correspondientes al p,p’-DDD y al endrín 
aldehído. Con la finalidad de plantear las modificaciones pertinentes, se analizó el 
programa de temperaturas y se determinó que la elución de estos analitos se produce a 
una temperatura de 200 °C, con una velocidad de cambio de temperatura de 3 °C/min. 
 
La primera modificación al programa de temperaturas (programa de temperatura 
2) consistió en agregar una rampa de temperatura a 210 °C con una velocidad de cambio 
de 5 °C/min. Como puede observarse en la Figura III-2, esta modificación produjo solo 
una ligera mejora en la separación de los dos picos  
(Rs = 0,88), por lo que se decidió aumentar la temperatura de la rampa agregada en el 
programa de temperatura 2 hasta 215 °C  a una velocidad de cambio de 15 °C/min. 
Como se aprecia en la figura III-3, con el programa de temperatura 3, tampoco se logró 
separar adecuadamente a los analitos y la resolución entre p,p’-DDD y endrín aldehído 
no presentó cambio. El comportamiento observado permitió concluir que la separación 




Considerando esta información, se plantearon las siguientes modificaciones al 
programa de temperatura. En la Figura III-4 se puede observar que con el programa de 
temperatura 4 no se afectó la separación entre los analitos que eluyen entre 13,87 a 22,37 
min y en el caso del p,p’-DDD y endrín aldehído se mejoró la resolución (Rs = 1,2).  
 
De acuerdo a estos resultados y debido a que el cambio de rampa iniciaba en un 
tiempo muy próximo a la elución de los analitos, se modificó la velocidad de cambio de 
temperatura de 4 a 5 °C/ min de la rampa de 170 a 200 °C con la finalidad de disminuir 
el tiempo en que se alcanzaran los 200 °C, manteniendo posteriormente un periodo 
isotérmico a 200 °C por 10 min. El cromatograma que se presenta en la Figura III-5 fue 
el obtenido con el programa de temperatura 5 y en éste, se aprecia una separación 
ligeramente mayor de los picos de interés (Rs = 1,27). No se consideró necesario seguir 
trabajando en la mejora de la resolución entre estos dos analitos, ya que el valor 
obtenido fue más o menos aceptable, aunque no se llegó a los valores óptimos, debido a  
que es posible realizar la cuantificación extrayendo los cromatogramas individuales de 
los iones principales de estos 2 analitos. 
 
Finalmente, para asegurar una limpieza adecuada de la columna entre corridas y 
un tiempo de análisis menor, se modificó el periodo isotérmico a 200 °C  manteniéndolo 
por 6 minutos con un posterior aumento hasta 270 °C a 25 °C/min, temperatura que fue 
mantenida por 8 minutos. El cromatograma obtenido con el programa de temperatura 6 
se presenta en la figura III-6. 
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Con la finalidad de mejorar la sensibilidad y selectividad del método 
desarrollado, una vez establecidas las condiciones óptimas de separación 
cromatográfica, se cambió la modalidad de adquisición de datos de barrido completo 
(SCAN) al modo de monitoreo selectivo de iones (SIM). Para ello, se crearon las 6 
ventanas de adquisición de datos mostradas en la tabla III-4 y en la figura III-24 se 
observa el cromatograma obtenido adquiriendo los datos mediante la modalidad SIM.  
 
Además, para lograr una adecuada cuantificación de los analitos p,p’-DDD y 
endrín aldehído se decidió extraer el cromatograma individual de los iones principales 
de estos analitos, siendo el ión 67 m/z para el endrín aldehído (Figura III-25) y el ión 
235 m/z correspondiente al p,p´-DDD (Figura III-26)  
 
4.1.2 Validación del sistema. 
 
 Con el propósito de validar el método cromatográfico desarrollado para la 
determinación de OCPs, se evaluaron la linealidad, precisión, límites de detección y 
cuantificación para cada uno de los analitos. 
 
Como puede verse en la tabla III-5, en el caso de linealidad, para todos los 
analitos los coeficientes de correlación (r) fueron mayores a 0,99. Para la precisión se 
calculó el % DER de los factores de respuesta de cada analito, encontrándose en un 
rango de 7,6 a 19,9 %. Los valores obtenidos son aceptables de acuerdo a lo establecido 
por la EPA en el método 8081 (< 20%). 
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Los límites de detección y cuantificación de cada uno de los analitos se 
determinaron considerando la relación señal-ruido, los resultados obtenidos se muestran 
en la tabla III-5. Los límites de detección del sistema se encuentran entre 0,002 y  
0,052 µg/mL y los límites de cuantificación en un rango de 0,007 a  
0,172 µg/mL. 
 
4.2 Microextracción en Fase Sólida. 
 
La optimización de la microextracción en fase sólida se llevó a cabo en tres 
etapas: selección de la fibra más adecuada para la extracción de OCPs, optimización de 
la desorción y finalmente optimización de la extracción. La modalidad de SPME 
seleccionada fue la de headspace, ya que presenta ventajas significativas en términos de 
selectividad, debido a que sólo lo compuestos volátiles o semivolátiles pueden ser 
liberados de la matriz a la fase gaseosa, además de que al evitar el contacto directo de la 
fibra con la muestra se pueden reducir los efectos de matriz y aumentar el tiempo de 





4.2.1 Selección de la fibra para SPME. 
 
La elección de una fase de extracción apropiada es fundamental en un método de 
SPME. Con la finalidad de elegir la fibra más adecuada para la extracción de OCPs en 
yogurt, se comparó la eficiencia de extracción de fibras de DVB-PDMS (65 μm), de 
DVB-CAR-PDMS (50-30 μm) y de PDMS (100 μm).  
 
La selectividad de cada fibra depende del peso molecular, la volatilidad y la 
polaridad de los analitos a ser extraídos, por lo que los OCPs con diferentes 
características químicas presentaron diferentes comportamientos de extracción con las 
tres fibras seleccionadas (Li y cols., 2003). 
 
En esta parte de la optimización, se realizó el análisis del comportamiento de los 
16 analitos frente a las fibras evaluadas. En la figura III-10 se presenta una gráfica de 
comparación de las áreas obtenidas para cada analito con las fibras analizadas.  
 
Como puede observarse en la figura III-10, la fibra de DVB-CAR-PDMS 
presentó la mayor capacidad adsorbente para los compuestos que eluyen después de los 
primeros 13 minutos, es decir, heptacloro, heptacloro epóxido, aldrín, endosulfán I, 
dieldrín, p,p’-DDE, p,p’-DDD, p,p’-DDT, endrín, endrín aldehído, endosulfán II y 
endosulfán sulfato. Por otro lado, esta fibra presenta una menor eficiencia de extracción, 
en comparación con los OCPs mencionados anteriormente, para los analitos que eluyen 
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al principio del cromatograma, como son los hexaclorociclohexanos. El comportamiento 
observado coincide con lo reportado por Li  y cols. (2003), quienes probaron 6 fibras de 
SPME de venta comercial y observaron que la fibra de DVB-CAR-PDMS presentó una 
buena eficiencia en la extracción de 14 OCPs. Por otra parte, Pérez-Trujillo y  
cols. (2002) analizaron el comportamiento de fibras de carbowax-divinilbenceno (CW-
DVB), de carboxen-polidimetilsiloxano (CAR-PDMS) y  de DVB-CAR-PDMS, 
encontrando que las tres fibras analizadas eran adecuadas para la extracción de aldrín, 
o,p-DDT, p,p’-DDE, o,p-DDE, dieldrín, endosulfán I, endosulfán II, endrín, γ-HCH, 
heptacloro, y de triadimefon a partir de una matriz acuosa.  
 
La mayor capacidad extractante observada para la fibra de DVB-CAR-PDMS 
puede deberse a las características de la fibra mixta, ya que el carbón adsorbente poroso 
(carboxen) y el polímero poroso (divinilbenceno), ofrecen grandes fuerzas de extracción 
para los OCPs (Li y cols., 2003). Sin embargo, esta fibra fue la que presentó las mayores 
variaciones, además de que mostró mayores problemas de contaminación entre 
extracciones, por lo que requirió periodos largos de limpieza entre corridas.  
 
Aunque con una eficiencia menor, el comportamiento de la fibra PDMS-DVB 
fue similar al observado con la fibra triple. En este caso se obtuvieron además buenas 
recuperaciones para los HCHs y una recuperación baja para el endrín aldehído, lo cual 
concuerda con el reporte de Doong y cols. (2001). Esta fibra al igual que la triple, 
presentó altas variaciones entre análisis y contaminación entre extracciones, lo que 
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puede ser debido a la alta capacidad extractante del recubrimiento polimérico poroso 
(DVB) para compuestos volátiles. 
 
Respecto al comportamiento que se observó para la fibra de PDMS, ésta tuvo 
menor eficiencia de extracción para la mayoría de los analitos de interés. La ventaja que 
ofrece esta fibra es que las variaciones entre análisis son menores y, ya que no presenta 
la alta capacidad extractante de los recubrimientos de las fibras mixtas para compuestos 
volátiles, la probabilidad de aparición de picos adicionales en los cromatogramas de 
muestras es baja y se disminuye el ruido en la línea base. Cabe mencionar además, que 
es la fibra empleada en la mayoría de los reportes encontrados en la literatura.  
 
La fibra de PDMS (100 µm) fue la seleccionada para la determinación de OCPs, 
debido a que presentó las menores variaciones entre análisis, con la excepción del endrín 
aldehído cuya variación fue muy alta. Además, contrario a lo ocurrido con las fibras 
mixtas, fue posible establecer un proceso corto de limpieza que consistió en un paso 
previo de inmersión de la fibra en ACN por 5 min y seguido de una permanencia en el 





4.2.2 Optimización de la desorción. 
 
En general, se requieren largos periodos de tiempo y altas temperaturas para 
asegurar la completa desorción de los analitos a partir de la fibra. Sin embargo, para 
obtener una mayor eficiencia de separación, se requiere que la desorción térmica se 
produzca en el menor tiempo posible. Los OCPs presentan un amplio intervalo en sus 
puntos de ebullición y son inestables a altas temperaturas, por lo que las condiciones de 
desorción deben ser optimizadas para obtener buenos resultados (Li y cols., 2003). 
Debido a que se seleccionó la fibra de PDMS (100 µm), con la cual anteriormente se 
habían trabajado estos analitos en el Departamento, se utilizaron las condiciones 
establecidas en la tesis de licenciatura de Padilla Alonso (2006), las cuales se muestran 
en la tabla II-6.  
 
 
4.2.3 Optimización de la extracción. 
 
De acuerdo a los datos de la literatura, las variables que más influyen en los 
procesos de extracción por SPME son la cantidad de muestra, el volumen de headspace, 
la temperatura de extracción, el tiempo de equilibrio, el tiempo de extracción, la adición 
de alguna sal y de solventes orgánicos. Estudiar y optimizar todas estas variables en 
conjunto, daría como resultado un proceso muy largo y laborioso, por lo cual se decidió 
plantear un diseño de experimentos de tamizaje para seleccionar solo las variables que 
influyeran mayormente en este sistema de extracción y optimizarlas posteriormente 
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mediante el método simplex. El diseño utilizado fue un diseño factorial fraccionado k-4 
(Plackett-Burmann) de 2 niveles, que incluyó 8 experimentos. Este tipo de diseño 
permite estimar los factores principales y asume que las interacciones de orden superior 
son no significativas (Montgomery, 2007); de esta manera, fue posible evaluar las 7 
variables realizando un pequeño número de experimentos.  
 
En la literatura existen reportes de la optimización de la SPME mediante diseños 
experimentales, en los que se ha confirmado que el proceso se agiliza debido a una 
disminución considerable del número de experimentos a realizar y permite identificar las 
variables más significativas. La principal limitación de los diseños factoriales 
fraccionados, es que los efectos principales pueden ser confundidos con interacciones 
(López y cols., 2007).  
 
Los experimentos planteados para la selección de las variables de mayor 
influencia y los resultados obtenidos para estos experimentos se muestran en la  
tabla III-7. El análisis de los resultados se realizó mediante el cálculo del coeficiente de 
deseabilidad (Carro y cols., 2001), el cual facilita el manejo de la respuesta de todos los 
analitos. El coeficiente de deseabilidad se calcula asignando un valor de 0,0 para la 
respuesta menos deseada, es decir, la más baja y un valor de 1,0 para la respuesta más 
deseada o sea la respuesta más alta y calculando posteriormente un valor integral 




En la figura III-11 se presenta el diagrama de Pareto resultante del análisis de los 
resultados de estos experimentos. Este tipo de representación gráfica permite determinar 
la influencia que tiene cada variable sobre la respuesta de los analitos estudiados, 
acomodándolos por orden de importancia, lo que permite establecer fácilmente las 
prioridades de intervención. Los diagramas de Pareto, también incluyen una línea 
vertical correspondiente a un nivel de confianza del 95 %. Los efectos principales que 
exceden esa línea pueden considerarse significativos (Fernández-Álvarez y cols., 2008). 
 
El diagrama de Pareto (Figura III-11) mostró que ninguna de las variables tiene 
un efecto significativo sobre la respuesta (área), pero que las variables de mayor 
influencia son: el contenido de acetonitrilo, la cantidad de muestra, la temperatura de 
extracción y el volumen de headspace. La influencia observada para el contenido de 
acetonitrilo y para el volumen de headspace fue negativa.  
 
Aunque estos resultados coinciden con lo reportado por Li y cols. (2003), que 
encontraron que al disminuir el volumen de headspace se aumenta la eficiencia de la 
extracción, en nuestro caso esto se atribuye a la mayor cantidad de OCPs en las 
muestras.  
 
Por otro lado, se ha reportado que la adición de solventes hidrofílicos, como el 
acetonitrilo, promueve la liberación de los compuestos orgánicos de las muestras, 
aunque varios investigadores han demostrado que la presencia de altas concentraciones 
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de solventes orgánicos provocan una disminución significativa en la eficiencia de 
extracción de los analitos (Doong y cols., 2001), lo cual concuerda con la influencia 
negativa observada en este trabajo. 
 
En el caso de la temperatura de extracción y de la cantidad de muestra, la 
influencia observada fue positiva. La temperatura de extracción tiene un doble efecto, 
por un lado, el incremento de la temperatura de extracción aumenta la eficiencia de la 
extracción de OCPs presumiblemente por la disminución del coeficiente de partición 
entre los OCPs y la matriz y por otro lado, aumenta la transferencia de masa y la tasa de 
difusión de la matriz a la solución acuosa y de ésta a la fase gaseosa (Chang y cols., 
2006). En este trabajo, se observó que las temperaturas mayores favorecieron la 
extracción de los OCPs.  
 
La influencia positiva observada para la cantidad de muestra contrasta con lo 
reportado por Doong y cols. (2001), donde al utilizar una mayor cantidad de muestra 
sólida disminuía la eficiencia de la extracción de los OCPs. El efecto esperado es que al 
aumentar la cantidad de muestra se aumente la recuperación de los analitos; sin 
embargo, un incremento en la cantidad de muestra, sobre todo en el caso de muestras 
sólidas o muy densas, impide la adecuada transferencia de los analitos al headspace, lo 




El tiempo de extracción, el contenido de cloruro de sodio y el tiempo de 
equilibrio tuvieron una menor influencia, siendo negativa en el caso del contenido de 
cloruro de sodio y del tiempo de equilibrio y positiva para el tiempo de extracción. Los 
resultados obtenidos en este trabajo para el contenido de cloruro de sodio son similares 
con los reportados por Fernandez-Álvarez y cols. (2008), que no encontró una mejora en 
la eficiencia de la extracción, a partir de leche entera, de los plaguicidas estudiados, los 
autores lo explican por la influencia negativa de la sal en la cinética del proceso de la 
SPME como consecuencia del aumento de la viscosidad y densidad de la muestra. En 
general, existe controversia sobre el efecto de la adición de cloruro de sodio, ya que se 
esperaría que al aumentar la fuerza iónica de la muestra, disminuyera la solubilidad de 
los analitos favoreciendo su paso a la fase gaseosa, aumentando así la cantidad extraída, 
pero los resultados reportados en la literatura no siempre lo demuestran.  
 
Por otro lado, con la finalidad de mantener los tiempos de extracción 
razonablemente cortos se ha sugerido trabajar en condiciones diferentes al equilibrio, ya 
que las bases del modelo dinámico de HS-SPME indican que existe una relación 
proporcional entre la cantidad de analito extraído y su concentración inicial en la matriz 
(Huang y cols., 2007), por lo que no es necesario alcanzar el punto de equilibrio para un 
análisis preciso por SPME (Torres y cols., 2006). Así pues, al no ser una variable que 
tuviera una influencia mayor, se decidió seguir trabajando con las condiciones iniciales.  
   
Es importante mencionar que al realizar estos experimentos con yogurt fue 
prácticamente imposible cuantificar al endrín aldehído. Este comportamiento es 
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explicable por la baja eficiencia de extracción de este analito observada para la fibra de 
PDMS (Figura III-10). Sin embargo, no se consideró necesario realizar más estudios 
para mejorar la recuperación de este analito ya que es un producto de la descomposición 
térmica del endrín que se forma durante el análisis y su formación debe ser mantenida 
por debajo del 15 % (EPA, 8180), por lo que las concentraciones esperadas son muy 
bajas. Por lo anterior, se decidió excluir al endrín aldehído del resto del trabajo. 
 
En la segunda etapa de optimización de la extracción, se evaluó la influencia de: 
el contenido de acetonitrilo, la cantidad de muestra, la temperatura de extracción y el 
volumen de headspace; como se mencionó anteriormente, esto se realizó utilizando el 
método simplex modificado, el cual permite alcanzar los valores óptimos con menor 
cantidad de experimentos y con movimientos de las variables con pasos de mayor 
amplitud que en un método simplex básico.  
 
Para el desarrollo de esta etapa, se mantuvieron fijas las variables que de acuerdo 
a los resultados tienen menor influencia en el rendimiento de la extracción. El análisis de 
los resultados obtenidos se realizó empleando el software Multisimplex (2.1.3, 
Grabitech) y se estableció la misma prioridad para todos los analitos. El diseño simplex 
planteó 5 experimentos iniciales y la evolución del mismo generó 7 experimentos más, 
todos ellos mostrados en la tabla III-8, además de las respuestas obtenidas para cada 
uno. Para asegurar un adecuado comportamiento del sistema de extracción y 
considerando las limitaciones operacionales, se tomaron como límites los valores 
mostrados en la tabla II-9. Durante la evolución del diseño, el programa planteó 
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experimentos que sobrepasaban estos límites, por lo que se les asignaron valores 
correspondientes a una baja respuesta. 
 
Como puede observarse en la tabla III-8, las mejores recuperaciones se 
obtuvieron  con los experimentos 6, 7, 8 y 12. La tendencia observada fue hacia 3 
gramos de muestra, temperatura de extracción alta y volumen de headspace también 
alto; en el caso del contenido de acetonitrilo no se observó una tendencia clara.  
 
Durante la optimización por el método simplex, contrario a lo que la teoría dice, 
la mayor eficiencia de extracción se observó al aumentar el volumen de headspace, este 
efecto ha sido reportado anteriormente por Padilla Alonso (2006) y Garza Tapia (2008) 
al analizar OCPs por HS-SPME en diferentes matrices. La mejora en la eficiencia 
observada al aumentar el volumen de headspace puede deberse a que una mayor 
proporción de líquidos disminuye la concentración de los analitos e incrementa la 
barrera de difusión de los OCPs (Doong y cols., 2001). Además, a menores volúmenes 
de headspace se favorece la condensación del vapor de agua sobre la fibra, debido a la 
cercanía con la superficie del líquido (Huang y cols., 2007).  
 
De acuerdo con los resultados del diseño de experimentos simplex, las mejores 




Aunque de acuerdo a los resultados del simplex la cantidad óptima de muestra es 
de 3 g, debido a que se esperan niveles bajos de de los OCPs en el yogurt, se decidió 
evaluar la posibilidad de subir la cantidad de muestra a 4 g y con esto aumentar la 
probabilidad de que estos analitos sean detectados y cuantificados en muestras reales. 
Para ello, se realizaron extracciones utilizando 3 y 4 g de yogurt adicionando una 
cantidad fija de 50 µg de OCPs; los resultados obtenidos se muestran en la taba III-10 y 
en la figura III-12. Para ninguno de los analitos se encontró una diferencia significativa 
entre las respuestas obtenidas al usar 3 o 4 g, por lo que se decidió seguir trabajando con 
la mayor cantidad de muestra. 
 
Por otro lado, debido a que cuando se tiene que analizar una cantidad 
considerable de muestras, el tiempo de análisis se torna un factor crítico, se analizó la 
posibilidad de disminuir el tiempo de extracción. Para ello, se realizaron experimentos 
con tiempos de extracción de 45 y 60 min. Los resultados obtenidos (Figura III-13) 
muestran una mayor eficiencia de extracción para todos los analitos con  
45 min de extracción. Como puede verse en la tabla III-11, la comparación de medias de 
estos experimentos mostró una diferencia significativa en la eficiencia de extracción 
para el heptacloro epóxido, el endosulfán I, el endrín, el p,p’-DDE, el p,p’-DDD y el 
p,p’-DDT. La menor eficiencia de extracción con 60 min puede deberse a que a este 
tiempo la contribución del proceso de desorción de los analitos ya es importante. 
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Las condiciones finales de extracción establecidas se muestran en la  
tabla III-12. La figura III-14 muestra un cromatograma obtenido para una muestra de 
yogurt adicionada con OCPs a un nivel de 6,25 ng/g utilizando el método de  
SPME-GC-MS desarrollado. En este cromatograma puede observarse que entre los 20 y 
22 min se detecta una señal importante proveniente de la matriz, por lo que la 
cuantificación se realizó por la extracción de los cromatogramas individuales de los 
iones principales de cada analito. 
 
 
4.3 Sensibilidad del Método de análisis de OCPs. 
 
 
Aunque el método desarrollado no se validó completamente, para evaluar la 
aplicabilidad del método desarrollado al análisis de los OCPs de interés en yogurt, se 
establecieron los límites de detección y cuantificación; los resultados se muestran en la 
tabla III-13. Los valores obtenidos son menores a los límites máximos de residuos 
(LMR) recomendados por la OMS para OCPs en productos lácteos con un contenido 
graso mayor o igual al 2 % (Tabla I-4), lo que hace aplicable al método para el análisis 
de OCPs en muestras reales de yogurt. 
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Se desarrolló un procedimiento de SPME-GC-MS para determinación de OCPs en 
yogurt cuyos límites están por debajo de los LMR establecidos por la OMS. 
 
El método cromatográfico desarrollado permite obtener una adecuada resolución de los 
OCPs estudiados. 
 
El procedimiento de SPME-GC-MS logró disminuir el tiempo y el costo de análisis por 
muestra para la determinación de OCPs. 
 
Los diseños experimentales fueron una herramienta que permitió agilizar el proceso de 








Validar el método desarrollado para la determinación de OCPs en yogurt, evaluando los 
parámetros de linealidad, precisión, exactitud. 
 
Probar tratamientos de muestra alternativos para eliminar interferencias de matriz. 
 
Incluir un estándar interno adicional que presente mayor tiempo de retención y ayude a 
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A.1 Contraste F para la comparación de desviaciones estándar. 
 
Este tipo de contraste considera la razón de las dos varianzas muestrales, es una 
prueba realizada para comparar si dos desviaciones estándar difieren significativamente. 
 











es la varianza de cada tratamiento 
1 y 2 se disponen en la ecuación de modo que F sea siempre 1 . 
 
El número de grados de libertad del numerador y del denominador  se calculan: 
111  ngl                                 122  ngl  
Donde: 
 n1 es el número de observaciones del tratamiento 1 
n2 es el número de observaciones del tratamiento 2 
 




A.2 Prueba t para la comparación de medias experimentales con varianzas iguales. 
 
Para decidir se la diferencia entre dos medias muestrales es significativa, se 
















na y nb son el número de observaciones por tratamiento. 
ax  y bx  son las medias de cada tratamiento realizado. 
2
as  y 
2
bs  son las varianzas de cada tratamiento. 













Los grados de libertad se calcularon en base a la siguiente ecuación: 
2 ba nngl  
 
 




A.3 Prueba t para la comparación de medias experimentales con varianzas 
diferentes. 
 
Para decidir se la diferencia entre dos medias muestrales es significativa, se 




















na y nb son el número de observaciones por tratamiento 
ax  y bx  son las medias de cada tratamiento realizado 
2
as  y 
2
bs  son las varianzas de cada tratamiento 
 
















































































Se considera que no hay diferencia significativa entre los experimentos si 
critcalcrit ttt  . 
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Figura B- 4. PCNB. a) Espectro obtenido a partir del estándar de 0,5 µg/mL, b) Espectro obtenido de la biblioteca NIST. 
 
 














Figura B- 8. Heptacloro epóxido. a) Espectro obtenido a partir del estándar de 0,5 µg/mL, b) Espectro obtenido de la biblioteca NIST. 
 




Figura B- 10. Dieldrín. a) Espectro obtenido a partir del estándar de 0,5 µg/mL, b) Espectro obtenido de la biblioteca NIST. 
 
 













Figura B- 14. p,p’-DDD. a) Espectro obtenido a partir del estándar de 0,5 µg/mL, b) Espectro obtenido de la biblioteca NIST. 
 
 




Figura B- 16. Endosulfán sulfato. a) Espectro obtenido a partir del estándar de 0,5 µg/mL, b) Espectro obtenido de la biblioteca NIST. 
 























The whole of science is nothing more than a  
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